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(EPA)から産生 される一群のオータコイ ドの総称である1・2)。プロスタノイ ドの原料
となるアラキ ドン酸は細胞膜の リン脂質に結合 してお り、様々な刺激により活性化
するボスホ リパーゼA2(PLA2)の触媒作用 を受けて遊離する。アラキ ドン酸は、 シ
クロオキシゲナーゼ(COX)によってプロスタグランジン(PG)G2を経てPGH2等の
エ ンドペルオキシ ドに変換され、 さらにPGH2はそれぞれの合成酵素により代謝さ
れ、多彩 な生理活性を示す各種のPGや トロンボキサ ン(TX)が生成する。これ らプ
ロスタノイ ドの他にも、アラキ ドン酸からは、 リポキシゲナーゼ(LOX)によってロ
イコ トリエン(LT)やヒ ドロキシエイコサテ トラエン酸(HETE)が、チ トクロームP-
450によってHETEやエポキシエイコサ トリエ ン酸(EET)が産生されることが知 られ
ている3)。これ らアラキ ドン酸由来の生理活性物質はエイコサノイ ドと総称 され、こ
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プロスタノイ ドには、多 くの同族体や異性体が存在 し、それぞれ固有の強力な生
理活性を示す1-3)。プロスタノイ ドを産生する各種合成酵素は組織によって局在 して
お り、その組織の働 きに応 じたプロスタノイ ドが産生される。これ らはわずかな化
学構造の違いによ り、それぞれ産生部位近傍の特異的な受容体を介 して子宮収縮作
用や利尿作用、催眠作用などを発現 し、局所ホルモンとして生理機能の調節 に関与

















































膜中のアラキ ドン酸から、非酵素的にフリーラジカルが関与 した過酸化 によって生
じる14,15)。COXによ り生成する通常のPGF2αとは8位 の立体配置が異なっている
(Scheme3)。
生体内にはスーパーオキサイ ドを始めとする酸化系 と、スーパーオキサイ ドディ
スムターゼ(SOD)を始めとする抗酸化系の存在が知 られている。そのバランスが酸
化系に傾 くことを酸化ス トレスといい、 この酸化ス トレスと糖尿病や種 々の炎症性
疾患、癌等の発症や進展 との関わ りが議論されている16・17)。8-epi-PGF2・は、膜脂質
の過酸化によ り生 じることから、全身性の酸化ス トレスのマーカー として最近注 目





















ずしも容易ではない。一度発症 した合併症の治療も容易ではな く、 またある程度進
行 した合併症に対 しては、血糖管理の効果がほとん ど期待できないのが実状である。
これらの合併症は患者のQualityofLifc(QOL)の極端 な低下をもたらすので、超高齢







プロスタノイ ドの産生量 と糖尿病の病態 との関連性 について研究を行 った。
まず、血管系に対 し相反する作用をもつTXA2及びPGI2の産生 と糖尿病の病態 と
の関連性を定量的に追求 した(第1章)。 これ らのプロスタノイ ドの産生は局所的
で微量であ り、 しかも活性体の半減期が短いため、活性体の量を直接測定すること
は困難である。そのため、すでに確立された水柿 らの方法24-26)を用い、感度及び化




第1節)に おける病態 との関連 を検討し、臨床 におけるモニタリング指標 としての
有用性を明らかにした。さ らに、ス トレプ トゾ トシン(STZ)で糖尿病 を誘発 した
ICRマウスと自然発症性のdb/dbマウス、 これ ら2つ の糖尿病動物モデル系でも検討
を行 った。また、糖尿病の合併症 となりうる網膜血管閉塞症(第1章 第2節)及 び
慢性腎炎(第1章 第3節)の 患者においてTX/PGIと病態の関連を明らかにした。
次に、非COX系 のプロスタノイ ドである8-epi-PGF2αの産生量 について定量的な
解析 を行 った(第II章)。 現在、8-epi-PGF2αは 放射免疫測定法27)や酵素免疫測定
法28)、GCIMS法29-30)で測定されることが多いが、 これらの方法では放射性物質取扱
施設や煩雑な誘導体化が必要であることなどが臨床応用を考える場合に不利である。
そこで、臨床応用を目的 として新たに液体クロマ トグラフィー タンデム質量分析
(LCIMS-MS)法による迅速 ・簡便な8-epi-PGF2α微量定量法を確立 した(第II章第
1節)。 この方法を用いて尿試料 中の8-epi-PGF2・含量と糖尿病の病態 との関連性 を
明らかにした(第II章第2節)。
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第1章 トロンボキサ ン/プ ロスタサイクリン産生比 と
病態 との関係




る全身性の血管病変によって引き起 こされる病態であ り、その発症 にはTXA2と
PGI2の産生バランスの不均衡が深 く関与 しているもの と考えられる11・12)。そこで2
型糖尿病(非インス リン依存性糖尿病;NlDDM)31)患者についてTXIPGIを求め、健常
成人 と比較するとともに、T)σPGIと臨床検査値や治療薬剤 との関係を検討 した。
1)糖 尿 病 患 者 にお け るTX/PGI
まず・ 外 来 の2型 糖 尿病 患 者38例(男 性21人 、 女性17人 、 平 均59才)に つ いて
尿 中11-dehydro-TXB2及び2,3-dinor-6-keto-PGF1αを定 量 した。 尿 は来 院 時 の 一 時尿
を用 い た。 ま た対 照 と して ・過 去2週 間 以 上薬 物 を服 用 して いな い健 常 成 人15例(男
性12人 ・ 女性3人 、 平 均34才)に つ い て も同様 に定 量 した 。 そ の 結果 、 糖 尿 病 患 者
尿 中の11-dehydro-TXB2は1937±1111pg/mgcreatinine(平均 値 ±SD)で 健 常 成 人 の
676±38gP9/mgcreatinineと比 べ有 意 に高 値 を示 した[Fig.1-1(A),P<0.05]。一 方、
2,3-dinor-6-keto-PGF1αは32±20pg/mgcrcatinineで健 常成 人 の47±35pg/mg
crcatinineに比 べ 低 い傾 向 が認 め られ た[Fig.1-1(B)]。
これ らの値 を 用 いて 糖 尿病 患 者 のTXンPGIを算 出 す る と79±69で あ り、 健 常 成
人 の20±14に 比べ て 有 意 に高 い値 で あ っ た[Fig.1-1(C),P<0.05]。
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以上の結果か ら、糖尿病患者においてはTXA2の産生充進に伴 いTXIPGIが血栓を






























































































値 と尿中T)〈/PGIとの関連性について検討 した。血糖値、グ リコヘモグロビン値
(HbA1・)の他、動脈硬化等の合併症 と関係が深い血清脂質の指標 として総 コレステロ
ール値、 トリグリセ リド値について検討 した。HbA1、は血中のブ ドウ糖 とヘモグロ
ビンが結合 したものであ り、過去1～3ケ月間の長期血糖 コン トロールの指標である。
通常糖尿病患者はこの4種 の指標 が健常人に比べていずれも高い値を示す。























ま た・ 血糖 値130mg/dL以上 の 患 者 で は 、 血糖 値 とTX/PGIとの 間 にr=0.709(P<
o.ooo5)で強 い正 の 相 関 が認 め られ た(Fig.1-3)。
これ らの こ とか らT)σPGIは糖 尿 病 の病 態 の指 標 とな り得 る こ とが 示 され た 。 なお






















と治療薬剤 との関連性 について検討を行った。通常2型 糖尿病患者の治療は病態の
進行に伴 って段階的に進め られている32)。軽症の患者にはまず食事療法や運動療法
が試み られる。そしてこれによって十分に血糖値のコン トロールがで きない場合に
は、 α一グルコシダーゼ阻害薬やスル フォニル尿素(SU)系血糖降下薬などの経 口糖
尿病治療薬を用いた薬物療法が行われる。さらに2型 糖尿病患者では病態の進行に
より血中インス リン濃度が減少する傾向にあるため、インス リン製剤が用い られる
ようになる。よってインス リン製剤が処方される患者は、症状が悪化 している場合
が多い。 これらのことを考慮 して、以下2型 糖尿病 の被験者35名を3群 に分け、
薬物治療を受けていない患者 をGroup1、経口糖尿病治療薬の服用患者をGroup2、


























































こで、TX/PGIの変化 と糖尿病の発症 との関連性 をより明確にするため、2種類の糖
尿病モデル動物での検討を行 った。
1)ス トレプ トゾ トシンによる糖尿病誘発マウスの尿中TXIPGI
ス トレプ トゾ トシン(STZ)はカビの一種であるStreptomycesachromogenesに由来す
る抗生物質で、その糖尿病誘発作用が報告されて以来33)、糖尿病モデルマウス作製























STZを6週 齢 の 雌 性ICRマ ウス(n=6)に投 与 して 糖 尿 病 を誘 発 し、 同 週 齢 で 非 処
理 の マ ウス を対 照 と して尿 中TXIPGIの値 を検 討 した 。STZ投 与30日 後 に 一 日尿1
～5mLを 個 別 に採 取 し、 尿 中の11-dehydro-TXB2と2,3-dinor-6-keto-PGF1αを測定 し
た。 糖 尿病 マ ウス は 多 尿 で あ る が、 正 常 な マ ウス は尿 量 が 少 な い た め、7匹 の一 日
尿 を合 わ せ た1検 体 を対 照 に用 い 、 群 間 の有 意 差 の検 定 は 行 わ なか っ た 。 な おSTZ
を投 与 して30日 後 の 血 糖値 は 、437.9±62.5mg/dLとSTZ未処 理 群 に比 べ て有 意 に








































































































糖 尿 病 誘発 マ ウス の 尿 中11-dehydro-TXB2の値 は2292±785P9/mgcreatinineであ
り・ 非 誘 発 マ ウス の1375P9/mgcreatinineより高 値 を示 した[Fig.1-5(A)]。一 方2,3-
dinor-6-kcto-PGFiαの値 は655±584P9/mgcreatinineで非 誘 発 マ ウ ス の1003P9/mg
creatinineより低 い傾 向 を示 した[Fig.1-5(B)]。TXIPGIは5.75±357で非 誘 発 マ ウ
スの1.36よりも高 値 で あ っ た[Fig.1-5(c)]。この 結 果 か ら、 糖 尿 病 誘 発 マ ウス で は
正 常 なマ ウス に 比べ 、PGI2産生 の低 下 とTXA2の 産 生 元 進 に よ り両 者 の バ ラ ンス が
血 栓 を形 成 しや す い方 向 に変 化 して い る こ とが 示 され た。
ま た、 デ ー タ は示 さ なか った が、15週 齢 時 に対 照 群 の マ ウス につ い て 検 討 した と
こ ろ、尿 中11-dchydro-TXB2の値 が30日 目に比 べ て 顕 著 に減 少 し、TXIPGIの低 下




伝子変異が認め られ37'39)、レプチ ン不応性 とな っている40・41)。生後3～6カ 月齢ま
ではインス リン抵抗性であるが、それ以降になるとランゲルハンス島のβ細胞が萎
縮 ・壊死 し、インス リン欠乏型の糖尿病に移行する36・42・43)。本項ではこのdb/dbマ
ウスにおけるTXIPGIの変動について検討 した。各プロスタノイ ドの定量には、生
後5、8及 び16週齢時に個体別に回収 した1日 尿を用いた。
TableI-2に各測定時点における血液生化学検査の結果を示 した。5週 に比べて8週
目には血糖、HbAi・及び トリグリセ リドの値が上昇 してお り、8週齢では顕著な高血
糖状態にあ り、糖尿病を発症 していることが確認された。また、16週では血中イン






















このdb/dbマウス の尿 中11-dehydro-TXB2は5週か ら8週 に か け て低 下 した が 、 そ
の後 は上 昇 して い た 【Fig.1-6(A)】。2,3-dinor-6-keto-PGF1αは5週 に比 べ る と8週 目 に
は 顕 著 に低 下 し、8週 齢 と16週 齢 で は 大 き な差 は 認 め られ な か っ た[Fig.1-6(B)】。
TXIPGIを算 出 す る と、 週 を経 る につ れ てTX/PGIは上 昇 し、16週 齢 にお け る値 は5
週 齢 の そ れ と比 較 して 有意 に高 か っ た[Fig.1-6(C),P<0.05】。
さ らに5週 齢 、8週 齢、 及 び16週 齢 にお け るTXIPGIと血 液 生 化 学 検 査 値 との相
関性 を検 討 した と こ ろ、血 糖 値(r=0.834)、HbA1・値(r=0.799)及び トリグ リセ リ
ド値(r=O.939)の上 昇 、 あ るい は イ ンス リン値 の低 下(r=O.987)とと も に、TX/PGI
が 上昇 す る傾 向 が認 め られ た(Fig.1-7,TableI-2)。
これ らの結 果 よ り、db/dbマウス にお いて も糖 尿 病 の 進 行 と と も にTX/PGIが上昇


























































































































































































は合併症 として網膜血管閉塞症(RVO)を生 じることが知 られている。







て包まれている交叉部の内皮傷害に始 まり、血栓形成か ら閉塞 に至る説などが有力
である47・48)。この血栓形成に際 してTXA2とPGI2が深 く関与すると考えられ、 この
バランスの変化が病態の増悪の一因となるもの と考えられる。
本節では、RVOの病態 とTXIPGIの関連 を明 らかにするため、RVO患者について
TXIPGIの検討を行 った。続いて、RVOの薬物治療 に伴うTXンPGIの変動について解
析を行った。
2-1網 膜 血 管 閉 塞症 患 者尿 中のTX!PG1
合 併 症 が な い と診 断 され たRVO患 者30例(男 性13人 、 女 性17人 、59±10才)
の 尿 中11-dchydro-TXB2及び2,3-dinor-6-keto-PGF1α含 量 を測 定 した 。 尿 は来 院 時 の
一 時 尿 を用 い た 。 ま た、 対 照 と して 健 常 成 人27例(男 性25人 、 女性2人 、36±10
才)に つ い て も 同様 に検 討 した 。
そ の 結 果 、11-dehydro-TXB2は1038±958pg/mgcreatinineで健 常 成 人 の616±
294P9/mgcreatinineと比 べ 有 意 に高 値 を示 し[Fig.1-9(A),P<0.05】、RVO患 者 で は健
一17一
常 成 人 に比 べTXA2産 生 量 が多 い こ とが判 明 した 。 また 、2,3-dinor-6-kcto-PGF1αは
46±41pg/mgcreatinineで健 常 成 人 の43±22pg/mgcreatinineと同等 の 値 を 示 した
[Fig.1-9(B)]。一 方 、 患 者 のTX/PGIは32±26で あ り、 健 常 成 人 の17±10と 比 べ
て有 意 に高値 を示 した[Fig.1-9(c),p<o.01】。
以 上 の 結 果 か ら、RVO患 者 にお い て はTXA2の 産 生 充 進 に伴 いTX/PGIが血栓 を
形 成 しや す い 方 向 に変 化 して い る こ とが 示 さ れ た 。
2-2ア ス ピリン低用量療法に伴 うTX!PGIの変化
前項においてRVO患 者ではTX/PGIが健常人に比べ高 いことが示されたので、さ
らにTXIPGIと病態の関連を明らかにするために治療薬剤 との関連を検討 した。
現在、RVOの予防や治療法 として注 目されているのがアス ピリンの低用量療法49・
50)である。非ステロイ ド性解熱鎮痛消炎薬(NSAID)の一つであるアスピリンは
COXをアセチル化 し、不可逆的に阻害する。高用量では血小板のCOXを 抑 えると
同時に血管壁のCOXも 抑えるためTXA2とPGI2両方の産生を抑制 して しまう(ア
スピリンジレンマ)。 しか し血小板のCOXが 血管壁のCOXよ りもアスピリンによ
るアセチル化 を受けやす く、 また血小板がその酵素産生機能を欠いているため、低
用量ではPGI2の産生能を保持 したまま血小板 によるTXA2の産生能を選択的に阻害
することがで き、血小板凝集が抑制 されるものと考え られる50)。これを利用 して心
筋梗塞や脳梗塞など血栓性疾患の急性期の治療が行われている5ユ・52)。
前項のRVO患 者の うち9例 を対象に、アスピリンの投与前後について尿中の


















































































































































































Fig.1-10にそ の結 果 を示 した。11-dehydro-TXB2はア ス ピ リン服 用 後 には2例 で わ
ずかに増加 したが、他の7例 では減少 し、Fig.1-9に示 した健常成人と同等の値 を示
した[Fig.1-10(A)]。一 方 、2,3-dinor-6-keto-PGF1.は1例で 大 き く減 少 し、 他 の 例 で
も多 少 の増 減 は あ った が健 常成 人 と 同等 の 値 で あ っ た[Fig.1-10(B)]。ま た、TXIPGI
一一20一
は3例 でわずかに増加 したが、他の6例 では減少 し、健常成人と同等になった[Fig.
1-10(C)]。これ らの値の治療前後における変化についてはt検定による有意差は認め
られなかったが、治療前高い値を示 した例ほ ど治療後の低下の度合いが大 きい傾向
にあった。眼底検査の所見か ら症状の緩解が認められた例は切迫型の1例 であ り、
他は悪化が認め られないにとどまった。
さらに、RVO患者5例 についてアス ピリンによる治療効果 とTX/PGIを経時的に
検討した。いずれの例 についても1ケ 月後にはTXIPGIが健常 レベル に低下 し、そ
の後はほぼ同 じ値であった。臨床所見か ら症状の緩解が認められた例は切迫型の2
例(Fig.1-11,患者C E)であ り、他の3例 では疾患のそれ以上の悪化は認め られなか
った。患者Eで は、アスピリンの投与約2週 間後 には出血の減少が認め られた。6






























第1節 においては糖尿病の進行 に伴 いTXンPGIが上昇することを示した。また第
2節では糖尿病の合併症のひとつ ともな りうるRVOに ついて、患者のTXIPGIが健
常成人に比べて高い値 を示 し、治療 によって健常 レベルに回復することを示 した。
















TX/PGIを測定 し、病態 との関係 について検討 した。
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3-1慢 性腎炎患者尿中のTX!PGl
外来のCGN患 者10例(男性3人 、女性7人 、37±16才)について尿中TXIPGI
を求めた。9例 は原発性腎炎、1例 は全身性エ リテマ トーデス(SLE)による二次性腎
炎で、全ての患者が抗血小板薬のジピリダモールを服用 していた。また、対照 とし
て健常成人15例(男性12人、女性3人 、34±11才)の尿 中TX/PGIと比較検討 した。
その結果、患者群のTX/PGIは61±43で健常人群の20±14と比べ高値を示 し
た(Fig.1-12)。両群の間に有意な差は認め られなかったが、患者個 々の病態を比較す
ると、TX/PGIの高い患者は尿蛋 白や尿潜血が多 く、 また腎生検時の所見では糸球体
メサンギウム細胞の増殖や間質への浸潤が認め られ るなど、活動性の高い腎炎であ


















一方・入院患者6例(男 性6人 、53±15才)についても、尿中TXIPGIを測定 した。














ロイ ド大量療法が行われた(パ ルス療法:メ チルプレ ドニゾロン1000mg/dayを2～





ら6月 初旬は必要に応 じて通常用量のNSAIDsを服用 していた。その後TXIPGIが上
昇 したが、プレドニゾロンの内服開始後は症状が安定 し、尿蛋 白、尿潜血が減少す
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るとTX/PGIは低下 した。7月下旬、症状が悪化 して尿潜血が認め られた時期には






























































糖の患者ほど血栓 を形成 しやすい傾向になることが明 らかになった。
病態が進行 してい ると考えられるインス リン製剤使用患者では、経 口血糖降下薬
を服用 している患者 と血糖値は同程度であったが、TX/PGIは高値を示 した。血糖値
が100～130mg/dLで血糖降下薬を投与されていない患者 と比較するとT)UPGIは有
意に高値を示 した。 この結果から、2型糖尿病患者では病態の進行に伴いTXIPGIが
上昇 し、血栓を形成 し易 くなることが示唆された。強化インス リン療法によ り合併
症の発症が抑えられることが報告されているが61・62)、今回検討 したイ ンス リン投与
患者では血糖値が比較的よく管理 されているにもかかわらず、TX/PGIが高かったこ
とから、血糖をコン トロール しても症状の改善が認められな くなる境界(い わゆる
'pointofnoreturn,)を過 ぎた重篤な状態にあることも考え られる。
空腹時血糖が140mg/dL以下の比較的軽症の患者でもTX/PGIが健常成人に比べ高
値を示 してお り、TXA2とPGI2の産生バランスの不均衡は糖尿病の早期に起 きるも
のと考えられた。
しかしながら、患者によって発症か らの時期や疾患の程度、合併症、治療薬剤な
どが異なる。そこで、糖尿病の発症及び進行 とTXンPGIの変化の関係 をよ り明確に
するため、遺伝的に均一なモデルマウス系を用いて検討 を行った。モデルマ ウスで
一26一












例があ り、合併症の自覚 ・他覚症状のない比較的早い時期 にT)9PGIの変化が起 き
ているものと考えられるが、詳細は不明である。今後、予後や酵素系の経時的な変
化を検討することによ り明 らかにすべきと考える。





上昇 してお り、糖尿病の進行 とTX/PGIとの関連 性が明 らかになった。ICRマウスの
経 口的変化か ら、この飼育条件のマウスでは加齢に伴ってTXIPGIが減少する傾向
にあ り、特 にTXA2産生の減少が顕著であった。db/dbマウスでも5週 齢から8週 齢
の間でTXA2産生の低下が認め られ、ICRマウスの傾向と同様であった。 しかし、
高血糖の認め られ る8週 から16週にかけて、TXA2産生は増加 し、TXIPGIが低下す
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ることが明らかになった。8週 から16週にかけてはインス リン産生量も有意 に低下
し(TableI-2)、TX/PGIの変化がこれを反映 している可能性もある。また、生化学デ
ータとの関連性 を検討 したところ、血糖値、HbA1。値及び トリグ リセ リド値の上昇









係を示すに過 ぎず、 これらの指標 とは異なる変動要因をもつ と考えられる。TX/PGI
をアラキ ドン酸カスケー ド系の変動を示す指標 として、従来の検査値 と併用するこ
とによって、よ り詳 しく病態 を把握で きるもの と考えられ る。
また、このモデルマウス系を利用 してTXIPGIを測定することにより糖尿病合併
症治療薬の薬効評価 に応用が可能であるとも考えられる。
本研究で得 られたプロスタノイ ドの産生 レベルや動態の詳細はヒ トとマウスでは
異なっているが、 この理 由として種 による代謝酵素活性の違いが考え られる。また
二つのモデル系ではそれぞれ糖尿病の発症原因も異なることか ら、作用機作あるい







ポ リオール経路を調節する酵素であ り、その活性は血糖値が正常域にある場合 には
極めて低い。しか し血糖値の上昇 とともに活性が急速に元進 して多量のソルビ トー
ルを産生 し、細胞膜 を通過 しないソル ビトールが細胞内に蓄積する。これに続 くフ
ルク トー ス産 生反応 に共役 して補酵素で あるNAD+がNADHに変換され、NADH/
NAD+比が上昇する67)。このため解糖系の中間体であるジヒ ドロキシアセ トンリン
酸か らsn一グリセロール3一リン酸への還元が起 き67)、ジアシルグリセ ロール(DAG)
の産生が元進 して68)、プロテインキナーゼC(PKC)が活性化する69)。さらにPKC
がmitogen-activatedproteinkinase(MAPK)を介 してPLA2を活性化させる結果、アラキ









今回検討 した中にはAR活 性 を阻害するARIを服用 している患者が5例 含 まれて
いた。これ らの患者では、有意差は認め られなかったものの、血糖値が同程度の患
者 と比較 してTXIPGIが低い値 を示す傾 向にあった。ARIはPGI2産生を促進するこ












アス ピリン低用量療法では、開始約1ケ 月後に治療前 と比較 して血小板凝集能が有




の2例 であ り、 うち1例 は完治に至った。切迫型は他の閉塞症 と異な り血管傷害を
伴わず不完全な閉塞状態を呈する。従って、アス ピリン投与により血小板凝集が抑
制され、血流の回復 をみたものと考 えられる。服用1ケ 月後にTXIPGIの増加 がみ




アスピリンは、消炎鎮痛薬 として1～39を投与 した場合 にしば しば消化管潰瘍、
出血傾向などの副作用を発現するが76)、低用量療法では血小板数には影響がな く副
作用の発現 も非常に低いもの と考えられ る52)。一方、アスピリンを重度の糖尿病性
網膜症に用いると網膜 出血を誘発することがある52)。そのため最近では、すでに発
生 した病変の治療薬 としてよりも血管病変進行の予防 として用いることが多い。本
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研究では、アスピリン低用量療法はほとんどの患者 において病変の進行予防の効果








網膜の出血によ り視野不良や視力低下が起 きて初めて医師の眼底所見によ り診断さ
れている。一方、RVOによ り低下 した視力は多 くの場合回復が難 しいのが現状であ
る。また網膜血管は脳組織 と非常に近い部位 にあることなどから、RVOが脳梗塞な
ど生命に関わる重篤な疾患につながることが考えられ、尿中のTX/PGIを測定する













球体内沈着の促進が起 こ り糸球体病変の増悪を来すと考え られる。
外来のCGN患 者では、TXIPGIが健常成人 と比較 して高値 を示す傾 向が認められ
た。健常成人 との間に有意な差は認め られなかったが、抗血小板薬であるジピリダ





性化 してお り、TXA2の産生が元進 してTXIPGIが高 くなるものと考え られた。
そこで、治療 との関連性 を明らかにするために活動性の高いIgA腎症の入院患者
一例について、治療開始時か ら退院までのTX/PGIの変動について検討 した。腎生
検後発熱が続 き、NSAIDを不定期に服用 していたため、治療開始時にはCOXの 阻
害によるプロスタノイ ド産生抑制の影響があったもの と考えられる。治療開始時は
TXA2の産生が方進 してお り、TX/PGIが高値 となったが、治療に伴って尿蛋 白や尿
潜血の減少が認められると、T)9PGIは低下 した。一時的に症状が悪化 し、尿潜血が
みられた時期には、T)9PGIが上昇 していたことか ら、腎疾患における症状の変化 と
TX/PGIの変動の間に関連性が認められた。








よりやや低 い値 まで上昇 した。ステロイ ドを投与 していても症状が悪化すると


















の濃度を考慮 してクレアチニ ン補正を行 うのが一般的であるが、TXIPGIはクレアチ
ニン値 に影響されない。この点はTXIPGIを糖尿病の病態の指標 とした場合の利点
の一つである。




じている可能性があ り、T)UPGIはこれら全身の末梢血管 における病態を反映 して
いると考える。また、TXIPGIは健常人20±14に対 して糖尿病患者79±69であっ
たが・この患者の多 くはまだ血栓性の合併症を発症 していない。どの ぐらいの値に
なると血栓症を発症するのか、正常 と病態の境界は現在のところ不明である。合併
症の進展状況、あるいは予後 とTXIPGIの変動についてはさらに精査 してお り、 これ
によって詳細が明 らかになるもの と思われる。
以上、患者の尿 についてマススク リーニングを行 った結果、糖尿病 とその合併症








第II章8-epi一プ ロス タ グラ ンジ ンF2αの産 生 と病 態 との 関係
前章において、COX系のプロスタノイ ドであ るTX及 びPGIの産生比TX/PGIは、
糖尿病及びその合併症のRVOや 腎炎の病態の指標になることを示 した。本章では、
非COX系 のプロスタノイ ドの一つ として糖尿病 との関連が示唆される8-epi-PGF2α
について、産生量と病態との関連性を明 らかにするため、迅速 ・簡便で高感度な定
量法を新たに確立 して(第1節)、健常成人及び患者検体へ応用 した(第2節)。
第1節LCIMS-MSに よる8-epi-PGF2・微 量 定 量 法 の確 立
従来、プロスタノイ ドの定量には放射免疫測定法27)、酵素免疫測定法28)、GCIMS
法29・30)等が用いられてきた。それぞれに長所、短所があるが、臨床応用のためには、











体 が 目的化 合 物 と化 学 的 には ほ ぼ 等 しい挙 動 を示 し、 分 子 量 が異 な りしか も近接 し
て い る こ とか ら、 前 処 理 等 で 同時 に操 作 して も質 量分 析 法 で は 目的 化 合 物 と分 別 定
量 が 可能 で あ り、 これ を比 較 対 照 す る こ とに よ り正確 な 定 量 が期 待 で きる た め で あ
る。
以下 ・8-cpi-PGF2α定 量 のISと して[3,3,4,4-2H4]8-epi-PGF2α([2H4】8-epi-PGF2α)を
用 い、 分 析 諸 条 件 の検 討 を行 った 。
LCIMS-MS装置 に はNanospaceSI-1(資生 堂)HPLCシ ス テ ム にエ レク トロス プ レー
イ オ ン化(ESI)インタ ー フ ェイ ス 装 着 のQuattroIIタンデ ム 質 量 分析 計(Micromass)を
連 結 したLCIMS-MSを使 用 した 。 このHPLCシ ス テ ム は デ ッ ドボ リュ ・一ム が 小 さ く、
試 料 の 拡 散 が 防 止 で き るた め高 感 度 分 析 が 可 能 で あ る。
HPLCには逆 相 カ ラム のCapcellPakC18UG120を装 着 、 移 動相 はCH3CNIH20/
CH3COOH(30二70:0.02,v/v)、流 速100pL/minとして 、 ま ず始 め に フ ロー イ ン ジ ェク
シ ョ ンモ ー ドで8-epi-PGF2αの標 品 の マ ス ス ペ ク トル を測 定 した 。総 イ オ ン流 量
(TIC)クロマ トグ ラ フ上 に は 単 一 な ピー クが 得 られ 、Fig.II-1(A)に示 した とお り、
マス ス ペ ク トル に はm/z353に擬 分 子 イ オ ン[M-1]一が最 も強 い相 対 強 度 で 観 察 され
た。 同様 にISと して用 い る[2H4]8-epi-PGF2α標 品 の マ ス スペ ク トル を測 定 した と こ
ろ・4マ ス ユ ニ ッ ト増 加 したm/z357に擬分 子 イ オ ン 【M-1rが観 察 さ れ た[Fig.II-1
(B)]。
次 に1台 目の 質 量 分 析 装 置MS1で 生 じた擬 分 子 イ オ ン[M-1rを前 駆 イ オ ン と して
2台 目の 質 量 分析 装 置MS2に 導 通 し、8-epi-PGF2α標 品 の プ ロダ ク トイ オ ンス ペ ク ト
ル を測 定 した[Fig.II-2(A)1。m/z353には8-epi-PGF2αの擬 分 子 イ オ ン 【M-1rが観察
され・m/z193には相 対 強 度 の 最 も強 い プ ロダ ク トイ オ ン[M-161]一が 観 察 さ れ た 。他
にi擬分 子 イ オ ンか らCO2の 脱 離 した と推 定 さ れ る[M-45】一(m/z309)や、 これ か ら更
に1～3分 子 のH20が 脱 離 した と推 定 され るイ オ ンが そ れ ぞれm/z291、273、255に




同様にして測定 した[2H4]8-epi-PGF2αのプロダク トイオンスペク トル 【Fig.II-2(B)]
には、上記のプロダク トイオンに対応するとみ られるシグナルがそれぞれ4マ スユ
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 Fig. 11-2 Product ion mass spectra of  8-epi-PGF2a (A) and  [2H4}8-epi-PGF2a (B). 
   Molecular anions  m/z 353 and m/z 357 for 8-epi-PGF2a nd  [2H4]8-epi-PGF2a, 
    respectively, were chosen as the precursor ions. 
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     Fig. 11-3 Chemical structuresof  8-epi-PGF2a and [2H4]8-epi-PGF2a 
     Numbers correspond to the  molecular  weight of eliminated ions indicated in  Table  II-1. 






353 357 M.1一 M-H
335 339 M-1-18' M-H-H20
317 321 M-1-18×2' M-H-2H20
309 313 M-1-44' M-H-CO2
299 303 M-1-18×3' M-H-3H20
291 295 M-1-18-44' M-H-H20-CO2
281 285 M-1-18×4' M-H-4H20
273 277 M-1-18×2-44' M-H-2H20-CO2
263 267 M-1-18×5一 M-H-5H20
255 259 M-1-18×3-44' M-H-3H20
247 251 M-1-18×2-70" M-H-2H20-C5Hlo
235 239 M-1-18-100一 M-H-H20-C6H120
219 223 M-1-18-114一 M-H-H20-C7H140
217 221 M-1-18×2-100-M・H-2H20-C6H120














Fig.II-3に、 脱 離 反 応 が起 こる と考 え られ る位 置 とそ の 脱 離 部 分 の分 子 量 を、
TableII-1には プ ロ ダ ク トイ オ ンの 帰 属 を ま とめ て 示 した。
8-cpi-PGF2αの プ ロダ ク トイ オ ンマ ス ス ペ ク トル にお い て、 相 対 強 度 が 最 も強 い
m/z193のプ ロ ダ ク トイオ ン構 造 に つ い て は、H201分 子 と12位 の 炭 素 を含 む ω鎖
とが脱 離 した構 造 で あ る こ とが 推 察 さ れ た(Fig.II-4)。これ に対 応 す る【2H4】8-epi-
PGF2αの プ ロダ ク トイオ ンは4マ ス ユ ニ ッ ト多 いm/z197に観 察 さ れ 、4箇 所 の標 識
部 位 が含 まれ て い る こ とが確 認 され た 。
8-epi-PGF2αに つ い て はm/z353からm/z193、[2H4】8-epi-PGF2αにつ い て はm/z357
か らm/z197のプ ロダ ク トイ オ ンの 生 成 反 応 をscl㏄tedreactionmonito血g(SRM)によ
り検 出 した とこ ろ、 定 量分 析 に応 用 で きる可 能性 が 示 され た の で、 以 下 そ の 方 法 を
検 討 した。
ESI法で は移 動 相 の組 成 が イ オ ン化 効 率 や ク ロマ トグ ラ フ ィー 上 の分 離 に影 響 を
及 ぼ す。 ま たイ オ ン源 の 温 度 も イ オ ン化 効 率 に影 響 す る。 そ こで 高 い イ オ ン化効 率
で 短 時 間 の う ち に爽 雑 物 との分 離 を 可能 にす るた め、 移 動 相 や イオ ン源 な ど分析 条
件 の 至適 化 を行 い 、TablcII-2に示 す測 定条 件 でSRMを 行 う こ とに した 。 この 時8-
epi-PGF2・及 び[2H4】8-epi-PGF2αの ピー クは保 持 時 間8.9分に観 察 され た。
な お、 同条 件 にお いて 光 学 異性 体 で あ るPGF2αは そ の標 品 に よ る検 討 か ら、 保 持
時 間11・5分に 溶 出 す る こ とが 判 明 した 。 また、8-epi-PGF2.、[2H4】8-cpi-PGF2α及 び
PGF2αの混 合 物 に つ い てSRMに て 測 定 した とこ ろ、 良 好 に分 離 した(Fig.II-5)。
尿 検 体 の 測 定 に際 して は、 汚 染 に よ るMSシ ステ ム の劣 化 軽減 を図 る ため 、 ス イ
ヅチ ングバ ル ブ を制 御 して試 料 注 入 後8～11分 の 間 だ けLCか らの溶 出液 をMSに 導















































1-2検 量 線 の作 成
8-epi-PGF2αの 定 量 を行 うに あ た り検 量 線 を作 成 した 。検 量線 は[2H4]8-epi-PGF2・
をISと して 、IS(4ng)に対 す る8-epi-PGF2αの ピー ク 面積 比 を用 い て 作 成 した 。







1-3尿 検体か らの抽出 ・精製
尿検体か らの8-epi-PGF2αの抽出及び精製は迅速 ・簡便であることが望 まれるため・
化学修飾多孔性 シリカによる固相抽出法 を用いた効率的な精製法を開発 した。
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pH5に 調 整 した尿 検 体1mLに 、ISと して 【2H4】8-epi-PGF2α4ngを添 加 し、4,000
g、5分 間 の 遠 心 分 離 に よ り沈 殿 物 を除去 した 。 この 試 料 を、 予 め メ タ ノー ル2mL
及 び精 製 水2mLで 平衡 化 したEmpore㈹カ ラ ム に付 した。 精 製 水1mLとn一 ヘ キ サ ン
で2mLで カ ラ ム を洗 浄 した後 、n一ヘ キ サ ン:酢 酸 エ チ ル ニ1:2(2mL)で溶 出 し溶媒
を減圧 留 去 した。 残 渣 をLCの 移 動 相30μLに 溶解 しLC/MS-MS分析 用 の 試料 と し
た。
この方 法 を用 い て 尿 か ら抽 出 した8-epi-PGF2α及 び そ のISは 、SRMク ロマ トグラ











本 定 量 法 の 正 確 性 及 び そ の精 度 を検 討 す るた め、 ヒ ト尿 に8-epi-PGF2αを添 加 し、
定 量 を行 った 。 同一 の 尿 か ら2検 体 を分 取 し、 そ れ ぞ れ前 処 理 を した後1検 体 にっ
き3回 ず つLCIMS-MSに付 した とこ ろ、 非 添 加 尿 か らは 平 均189.8Pg/mLの8-epi-
PGF2αが検 出 さ れ た 。 同 じ尿 に8-epi-PGF2αを500P9,1000P9ずつ 添加 し同様 に測 定
した 結果 、 回収 率 は96.8～104.9%の範 囲で あ り、 その 平 均 値 ±SDは99.5±2.5












































































第2節 尿 中8-epi-PGF2αの 定 量
2-1健 常人 に お け る検 討
次 に、 第1節 で確 立 した 方 法 を用 い 、 健 常 成 人13人(女 性5人 、 男性8人 、31
±7.4才)の 尿 中の8-epi-PGF2αを 定 量 した。
試 料 には 随 時 尿 を用 い た た め、 尿 の 濃 さの 違 い に よ る値 の 変 動 を常 法 に従 って ク
レアチ ニ ンで補 正 し、 定 量 値 は 同一 尿 の ク レア チ ニ ン含 量 あ た りの 値 で 示 した 。
結 果 は、 お よそ100～800P9/mgcreatinineの範 囲で あ り平 均 値 ±SDで429±150
pg/mgcreatinineであ っ た。 この値 は これ まで報 告 され て い る値29)と同程 度 で あ った。
Fig.II-9(A)に示 した よ うに、 非 喫 煙 者10人 の値 は414±166pg/mgcreatinineであ
った の に対 して 喫 煙 者3人 は480±70.1pg〆mgcreatinineと高 い値 を示 した が 、 有意
差 は認 め られ な か っ た。 性 差 【Fig.II-9(B)】及 び年 齢 差[Fig.II-9(c)]も検 討 したが、
今 回 の例 数 で は顕 著 な差 異 あ る い は傾 向 は認 め られ な か っ た。
2-2糖 尿病患者における検討
次に、2型糖尿病患者7人(女 性2人 、男性5人 、40±14才)に ついて尿中の8.
epi-PGF2・の値 を検討 した。被験者は、薬物治療を受けていない患者1人 、経 口糖尿















































































































また 患 者 の各 種 臨 床 検 査 値 と8-epi-PGF2αとの 関係 を検 討 した とこ ろ(Fig.II-11)、
HbA1・、 総 コ レス テ ロー ル 値(T-chol)、トリグ リセ リ ド値(rG)、HDLコ レス テ ロー ル
値(HDL-chol)とは 相 関関 係 は認 め られ な か った が 、血 糖 値 と8-epi-PGF2αとの 間 に
は弱 い 正 の相 関 関係 が、 血 小板 数 と8-epi-PGF2.との 問 には 負 の 相 関 関係 が 認 め られ















































による分析を組み合わせることによ り、従来法に比べ非常に迅速 ・簡便で、 しかも
GCIMSと同程度 に高感度かつ精度の高い8-epi-PGF2αの定量が可能 となった。








(RIA)92)、HPLC法93)、GCIMS法94)などが用い られて きた。さらにこれ らの精度を
上げるために、特異抗体を用いたクリーンア ヅプ法を組み合わせるなどの改良が図







の、直接連結 させるインター フェイスの開発が困難だったため一般的に用い られる
ことは少なかった。 しかし、大気圧化学イオン化法(APCI)や今回用いたESIなどの
ソフ トイオン化法の開発、移動相が少量でよいセ ミミクロ ・ミクロLCシ ステムの
開発などによって、最近では医学、環境化学、科学捜査 など広い分野に応用が進め
られている96-98)。さらに気圧条件が緩和で高速スキャンニングが可能、 しかも小型
である四重極型質量分析計を2台 直列 につないだMS-MS分析 によって、選択性の向
上を図ることができる。まず第1MSで 得 られた特徴的な質量数の前駆イオンだけを
ガス衝突室に導入 し、そこで希ガスとの衝突により生 じたプロダク トイオ ンのうち
特徴的な質量数のイオ ンを第2MSで 選択 してモニターするSRMの 手法によって、
測定対象の構造 をよ り反映 した測定が可能 にな り、バックグラウン ドのノイズレベ









致 しているが、本法は放射性物質を取 り扱 うための特別な施設設備を必要 としない。
これも一つの利点 と言える。
Bachiら29)は、喫煙者(19±7本ノday)では健常人に比べ8-epi-PGF2α排泄量が約2





に比べて有意に尿中の8-epi-PGF2α含量が高 く、酸化ス トレスが大 きい状態にあるこ
とが示唆された。
第1章 において糖尿病患者ではTXA2の産生元進によ りTXA2とPGI2のバランス
がTXA2優位 にあることを示 した。8-epi-PGF2αは、 トロンボキサ ン受容体 と結合










は保存中に自動酸化 による人工副成物が非常に少な く、 この点 も尿を検体 として用




いことが確かめ られてお り107)、随時尿を用いクレアチニン補正を行 った尿中の8-
epi-PGF2α量が全身性の酸化ス トレスの指標 として有用であるもの と考えられる。
迅速 ・簡便性、測定感度、精度等、種々の要因を考え合わせると、尿を検体 とし
て固相抽出法により前処理 を行いLCIMS-MS法によ り定量を行 う本法が、現時点に
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おいては臨床における有用性が最も優 れていると考えられた。本法を応用すること
により、これ まで明らかにされていなかった8-epi-PGF2αの動態の解明が可能 とな り、
様々な疾患 との関連 を検討することによってそれ ら疾患の発症機構や、その予防 ・
治療法についての知見が得 られるもの と考えられる。
















が認め られ、病状の進展 と共にTXIPGIの上昇が示唆された。さ らに比較的軽症で
もTX/PGIの変化が生 じている例があ り、TX/PGIの上昇は糖尿病発症の早期に生 じ
ていることが考えられた。そこで治療薬剤の影響がな く糖尿病の発症及び進行をよ
く反映していると考えられるモデル動物で検討を行 った。その結果、STZで糖尿病
を誘発 したICRマウスでは、正常なマウスと比較 してTX/PGIは高値を示 し、 自然
発症性糖尿病マウスのdb/dbマウスでは、経 日的なTX/PGIの上昇が認められたこと・
TXfPGIは血糖値、HbA1、、 トリグリセ リドの上昇及び血中インス リンの減少に対 し
て相関が認められたことか ら、糖尿病の進行 とTX/PGIの間に関連性が認め られる
ことを明 らかにし、糖尿病患者における結果を裏付けた。
(2)RVO患者では健常人 と比較するとTXA2の産生充進に伴いTX/PGIが有意に高い






TX/PGIの高さと腎生検 による活動性の所見はよく一致 していたことか ら、進行 した










トレスが大きい状態にあることを明らかにした。これ らのことか ら、本法が迅速 ・
簡便で患者への負荷 も少な く、8-cpi-PGF2αと糖尿病の病態 との関連性の解析や薬物
治療のモニター等に応用で きる可能性を示した。
3.糖 尿病患者においては、COXの 働 きにより生成するTXA2とPGI2の産生比
TXIPGIと、COXを介さずに生成する8-epi-PGF2αの産生量とがいずれも健常人に比









1-1試 薬 及 び 材 料
11-Dchydro-TXB2、「3,3,4,4-2H4】11-dehydro-TXB2、2,3-dinor-6-keto-PGF1α及 び
[3,3,4,4-2H4]2,3-dinor-6-keto-PGF1αはCaymanChemicals社製 を 用 い た 。 ま た
[19,19,20,20-2H4]2,3-dinor-6-keto-PGF1αは フ ァ ル マ シ ア ア ッ プ ジ ョ ン社 の 黒 崎 雄 一 郎
博 士 よ り恵 与 さ れ た も の を 用 い た 。Dimcthylisopropylsilylimidazole(DMIPSI)は東 京 化
成 工 業 、Silicagcl60はMerck社製 、 固 相 抽 出 カ ー ト リ ッ ジ カ ラ ム はJ&WScientific
社 のAccubondC18及びAccubondSilicaを用 い た 。MethoxyamineHCIはSigma
Chemica1社製 、n-propylamineは和 光 純 薬 工 業 製 を 用 い た 。
DiaznmethaneはN-methyl-N-nitroso-p-toluene-sulfonamide(和光 純 薬 工 業)を 用 い て 常
法108)に従 っ て 調 製 し た 。 ま た 、 尿 中 の ク レ ア チ ニ ン含 量 測 定 に はCrcatinine-Tcst
Wako(和光 純 薬 工 業)を 使 用 し た 。
Streptozotocin(STZ)はSigmaChemical社製 を 用 い た 。
そ の 他 の 試 薬 は 特 級 品 を 用 い た 。
1-2尿 中11-dehydro-TXB2の精 製 及 び誘 導 体 化
TXA2産生 の指 標 と して尿 中11-dehydro-TXB2を水 柿 らの 方法 に準 じて 精 製 、 誘 導
体 化 を行 い ㏄/sIM法 に よ り定 量 を行 っ た24・26)。Fig.Iv-1にそ の概 略 を示 した。
す な わ ち、 尿 試 料10mLに 、ISと して 重 水 素 置 換 体[2H4】11-dehydro-TXB22.5ng
を添 加 後 、1N塩 酸 で酸 性(pH3)とし室 温 にて30分 放 置 して ラ ク トン体 へ と導 い た。
その 後 、 メ タ ノ ール10mL及 び 酸 性水(塩 酸 でpH3に 調 整 した精 製 水)10mLで 平衡
化 したAccubondC18カラ ム に試料 を導 通 し、 酸 性水10mL及 びn一ヘ キ サ ン10mLで
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洗 浄 後 、n一ヘ キ サ ン:酢 酸 エ チル ニ2:1(10mL)でプ ロス タ ノイ ド画 分 を抽 出 した 。
溶 媒 を留 去 後 メ タ ノール200μLに溶解 し、 ジ ア ゾ メ タ ン800pLを添 加 して 室 温20
分 の メ チ ル化 を行 っ た 。溶 媒 を減 圧 留 去後 、 酢 酸 エ チ ル0.5mL及 びn一ヘ キ サ ン2
mLに 溶解 し・ これ をn一ヘ キサ ンで平 衡 化 したSilicagel60カラ ム(230-400mesh、3x
O.5cm)に導通 した。n一ヘ キ サ ン:酢 酸 エ チル=2:1(10mL)で洗 浄後 、n一ヘ キ サ ン:
酢 酸 エ チル=1:1(10mL)で溶 出 し溶 媒 を減 圧 留 去 した 。n一プ ロ ピル ア ミ ン300μL
を加 え て室 温 で15分 の 開環 反応 を行 い メ チル エ ス テ ル プー ロ ピル ア ミ ド.ジメ チル イ
ソプ ロ ピル シ リル(ME-PA-DMIPS)エー テ ル 誘 導体 へ と導 い た後 、減 圧 留 去 し、
DMIPSI15μLを添 加 して 、65℃ で1時 間 の シ リル 化 を行 った 。 この試 料 をn一ヘ キ サ
ン1mLに 溶解 し、n一ヘ キサ ンで 平 衡 化 したAccubondSilicaに導 通 し、n一ヘ キ サ ン及
びn一ヘ キサ ン:酢 酸 エ チ ル ニ95:5(各10mL)で過 剰 の シ リル化 剤 を洗 浄 後 、n一ヘ キ
サ ン:酢 酸 エ チル=10:1(7mL)で溶 出 した 。溶 媒 を減 圧 留 去 し、n一ヘ キサ ン30μL
に溶解 して ㏄/SIMの 試料 と した 。
1-3尿 中2,3-dinor-6-keto-PGF1αの 精 製 及 び誘 導 体 化
Fig・IV-1に概 略 を 示 した よ うに、 ヒ ト尿 中か らの2 ,3-dinor-6-keto-PGFIαの精 製 並
び に誘 導体 化 も水 柿 らの方 法 に準 じて行 っ た24・25)。す な わ ち、 先 に11-dchydro-
TXB2を測 定 した 際 と同 じ尿10mLを1N塩 酸 で酸 性(pH3)にし、ISと して 重水 素
置 換体[2H4]2,3-dinor-6-keto-PGF1α2.5ngを添 加 後 、 室温 にて30分 放 置 して ラ ク ト
ン体 へ と導 い た 。 そ の 後 、 メ タ ノー ル10mL及 び 酸 性 水10mLで 平衡 化 した
AccubondC18カラ ム に導通 し、 酸 性 水10mL及 びn一ヘ キ サ ン10mLで 洗 浄 後 、n一ヘ
キ サ ン:酢 酸 エ チ ル ニ2:1(10mL)でプ ロス タ ノイ ド画 分 を抽 出 した 。 溶 媒 を減圧
留 去 後 、 酢 酸 エ チ ル05mL及 びn一ヘ キ サ ン2mLに 溶 解 し、 これ をn一ヘ キ サ ンで 平
衡 化 したSilicagel60カラ ム(230-400mesh、3×05cm)に導 通 した 。n一ヘ キ サ ン:酢
酸 エ チ ル=1:2(10mL)で洗 浄 後 、n一ヘ キサ ン:酢 酸 エ チ ル=1:5(10mL)で溶 出 し
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溶 媒 を減 圧 留 去 した 。1%メ トキ シ ア ミン/ピ リジ ン溶 液100μLを加 え て65℃ で
90分の オ キ シ ム化 に よ る開 環 反 応 を行 い、 窒 素 気 流 下 溶 媒 を留 去 した 。 メ タ ノール
100μLに溶 解 し、 ジ ア ゾ メ タ ンSOOpLを添 加 して 室 温20分 の メ チ ル 化 を 行 った 。
減圧 留去 後 、DMIPSIを15μL添加 し、65℃ で1時 間 の シ リル化 を行 い メ チル エ ス テ
ル メー トキ シ ム ジー メチ ル イ ソ プ ロ ピル シ リル(ME-MO-DMIPS)誘導 体 へ と導 い た 。 こ
れ をn一ヘ キ サ ン1mLに 溶解 し、n一ヘ キ サ ンで 平 衡 化 したAccubondSilicaカラ ム に導
通 し、n一ヘ キサ ン4mLで 洗 浄 して過 剰 の シ リル 化 剤 を除去 した後 、n一ヘ キサ ン:酢
酸 エ チル=98:2(10mL)で溶 出 した。 溶 媒 を減 圧 留 去 し、n一ヘ キ サ ン30pLに 溶 解
して ㏄/SIMの 試 料 と した 。
1-4GCIMSに よ る測 定
11-dehydro-TXB2とそ の 内部 標 準 物 質 で あ る重水 素 置換 体 は それ ぞ れ イ ソ プ ロ ピル
基 が脱 離 した 【M-43]+(それ ぞ れm/z698、m/z702)をモ ニ タ リング イ オ ン と して 用 い
た ㏄/SIM法 に よ り測定 し、 得 られ た ピー ク面 積 比 に よ り定 量 した 。
同様 に2,3-dinor-6-keto-PGF1αとその 内 部標 準 物 質 で あ る重 水 素 置 換 体 は、 それ ぞ
れ イ ソ プ ロ ピル 基 が脱 離 したm/z642、m/z646をモ ニ タ リン グイ オ ン と して用 い た
㏄/SIM法 に よ り測 定 し、 得 られ た ピー ク面積 比 に よ り定 量 した 。
GC/MSの測 定 には、VandenBergソル ベ ン トレス 注 入 装 置 を装 着 した島 津 ㏄ 一7A
型GC装 置 及 び 日本 電子(株)JMS-DX303型MS装置(DA-5000データ処 理 シス テ ム
使 用)を 用 い た 。 カ ラム はmethy165%phenylpolisiloxane化学 結 合 型 溶 融 シ リカキ ャ
ピラ リー カ ラ ム(MP65HT,25mxO.25mmi.d.,0.1μm,QUADREX社)を用 い、 カ ラ
ム温 度200-320℃(8℃/min.で昇 温)、キ ャ リアー ガ ス流 速30cm/s㏄(ヘリウ ム)、注 入
口温 度320。C、イ オ ン源 温 度250。C、加 速 電圧3kV、 イ オ ン化 電 圧70eV、 トラ ヅ プ
電流100μA、装 置分 解 能1000と した。































































東北厚生年金病院に来院 した2型 糖尿病患者 を対象 として、実験の意義等につい
て説明を行い、同意を得 られた患者からのみ採尿 した。尿は来院時の一時尿を用い、
測定まで 一80。Cで保存 した。臨床検査値は、東北厚生年金病院の臨床検査部で測定 し
た。
1-6糖 尿病モデルマウス
糖尿病誘発モデルは、 日本SLCよ り購入 した6週 齢の雄性ICRマウス(n=6)に
STZ200mg/k9を腹腔投与し、投与後30日のマウスから代謝ケージを用いて個別に
1日尿 を回収 した。対照の正常マウスは同週齢のICRマウスとし、7匹の1日 尿をま
とめたものを測定対象とした。
雌性db/dbマウスは 日本クレアより購入 し、代謝ケージで個別に飼育 して1日 尿
を回収 した。回収 した尿は測定まで 一80℃で保存 した。血糖値はGOT法(和 光純薬工
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2-1試 薬 及 び 材 料
8-Epi-PGF2α、 【3,3,4,4-2H4]8-epi-PGF2■、PGF2α、 【3,3,4,4-2H4]PGF2αはCayman
Chelnicals社製 を 用 い た 。 ま た 固 層 抽 出 に はEmporeExtractionDiskCa面dgc(C18HD,
7m皿/3mL)(3M)を用 い た 。 有 機 溶 媒 は 全 てHPLCgrade(和光 純 薬 工 業)を 使 用 した 。
尿 中 の ク レ ア チ ニ ン含 量 測 定 に はCreatinine-TestWako(和光 純 薬 工 業)を 使 用 した 。
2-2LCIMS-MS分 析
LCIMS-MS装置 はNanospaceSI-1HPLCsystem(資生 堂)にQuattroIIタン デ ム 質 量
分 析 計(Micromass)を装 着 して 用 い た 。 カ ラ ム は 逆 相 系 のC18CapccllPakUG120(資
生 堂)、 移 動 相 は ア セ トニ ト リル 水ー 一酢 酸(30:70:0.02,v/v)・流 速100μL/min・カ ラ ム
温 度 は40。Cと し た 。 イ オ ン化 法 に は 負 イ オ ン検 出 エ レ ク トロ ス プ レー 法 を 用 い た 。
Collisiongas(Ar)圧2.Ox10'3mBar、capillaryvoltagc3,000V、conevoltage40V、
collisionenergy25cV、イ オ ン 源160。Cで 測 定 し た 。
マ ス ス ペ ク トル はMS1に お い てm/z100～400の 範 囲 を 掃 引 時 間1秒 で 測 定 し た 。
ま た プ ロ ダ ク トイ オ ン ス ペ ク トル は 擬 分 子 イ オ ン を 前 駆 イ オ ン と してMS2に お い て
m/z100～400の範 囲 を 掃 引 時 間1秒 で 測 定 し た 。
ピー ク 面 積 及 び 検 量 線 はMasslynxProgram(Micromass)を用 い て 求 め た 。
2-3尿 検体の採取
健常成人13名(女性5名 、男性8名 、31±7才)及び東北大学医学部附属病院第




2-4尿 中8-epi-PGF2αの 精 製
pH5に 調 整 した 尿 検 体1mLに 、ISと して[2H4】8-epi-PGF2α4ngを添 加 し、4,000
gで5分 間遠 心 分 離 した 上 清 を、 メ タ ノ ール2mL及 び精 製 水2mLで 平衡 化 した逆
相 系 の 固相 抽 出 カー トリ ヅジカ ラムEmporcC18HDdiskca面dgcに付 した 。精 製 水1
mLとn一ヘ キ サ ン2mLで カ ラ ム を洗 浄 した後 、n一ヘ キ サ ン:酢 酸 エ チ ル=1:2(2
mL)で溶 出 し溶 媒 を減 圧 留 去 した。 残 渣 をLCの 移 動 相30μLに 溶解 し、5μLを
LCIMS-MS分析 に付 した。 サ ン プル 注 入 か ら8～11分 後 のLC溶 出 液 の み ス イ ッチ
ン グバ ル ブを切 り替 え てMSに 導 通 した 。
な お、 得 られ た定 量値 は い ず れ も尿 中の ク レアチ ニ ン含 量1mgあ た りに換 算 して
表 した。
2-5統 計処 理
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